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利用慢病毒载体观察 microRNA-194对人骨肉瘤细胞系 U2-OS
生物学特性的影响 *
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摘要 目的：通过构建携带针对 microRNA-194的 shRNA载体及过表达载体，包装慢病毒，感染人骨肉瘤细胞系 U2-OS，改变细胞
内 microRNA-194基因的表达水平，研究 microRNA-194对细胞增殖、凋亡及细胞周期的影响，为探索 microRNA-194作为骨肉瘤
生物治疗的新靶点提供理论和实验依据。方法：PCR扩增 pri-miR-194及 miR-194-5成熟体,克隆于慢病毒载体 plent-i GFP中,转
染大肠杆菌感受态细胞,收获并浓缩慢病毒颗粒,感染人骨肉瘤细胞系 U2-OS。进行MTT，流式，平板克隆等试验。结果：1.重组慢
病毒表达质粒构建正确，过表达及抑制过表达重组慢病毒的滴度分别为 1.5× 108 TU/ml及 4× 108 TU/ml；2. microRNA-194过表
达的人骨肉瘤细胞系 U2-OS细胞增殖速度，凋亡率及细胞周期相较于其它实验组都有明显变化 (P<0.01)。结论：成功构建了
microRNA-194 过表达及抑制过表达慢病毒表达载体；miR-194 的表达水平对 U2-OS 细胞的增殖和凋亡造成显著影响。
microRNA-194可能成为骨肉瘤治疗的潜在新靶点，但该基因对骨肉瘤发生发展的作用及其机制尚待进一步研究。
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Effects of MicroRNA-194 on Proliferation and Apoptosis of Human
Osteosarcoma Cell Line U2-OS by Using Recombinant Lentivirus Vector*

shRNA vector and expression vector of microRNA-194 were constructed to package lentivirus that could
knock down or overexpress microRNA-194. MicroRNA-194 levels in Osteosarcoma Cell Line U2-OS were changed through lentivirus
infection. Then the changes of cell proliferation rate and cell cycle were observed. All these would provide the foundation of theory and
experiment to explore microRNA-194 as a new target of osteosarcoma therapy. Pri-miR-194 and mature miR-194-5 amplified
by PCR was inserted into plenty-GFP vector, and then identified by restriction endonuclease digestion and nucleotide sequencing.
Osteosarcoma Cell Line U2-OS was transfected with the Lentivirus. Then the cells were used in MTT, flow cytometry analysis and clone
formation. 1.Restriction analysis and sequencing proved that recombinant lentiviral expression vector was constructed correctly.
The titer of obtained overexpression and suppression expression recombinant lentivirus was 1.5× 108TU/ml and 4× 108TU/ml. 2. The
cell proliferation rate, the apoptosis ratio and the cell ratio of G0／G1 phase of U2-OS were obviously different in different experimental
group (P<0.01). The lentiviral expression vector for microRNA-194 was successfully constructed. microRNA-194 could
influence Osteosarcoma Cell Line U2-OS proliferation rate, apoptosis ratio and cell cycle. microRNA-194 could be further explored as a
potential target in Osteosarcoma therapy.
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前言

MicroRNAs(miRNAs)是一组广泛存在于动植物等真核细

胞生物中 21～ 25nt长的单链小分子 RNA [1, 2]，通过对基因转录

或翻译起到阻滞或调控的作用来进行表达。MiRNA参与多项
动植物的生命复杂活动的调控，在细胞增殖、器官形成、生长发

育、细胞凋亡等水平调控基因组的表达，参与生命过程中一系

列的重要进程[3]。已有相关文献报道，miRNAs表达的异常与恶

性肿瘤的发生有着非常密切的关系[4, 5]。骨肉瘤是一类起源于间

叶组织，原发于骨髓腔的高度恶性实体肿瘤。多以出现骨样组

织或不成熟骨为特征。通过 X，CT等影像学检查结合病理检

查，较为容易的进行诊断。在儿童和青少年期多见，且预后极

差。肺部转移可见于约 50%的患者，并成为最主要的骨肉瘤患

者死亡原因[6, 7]。目前治疗以手术为主，化疗为辅。但容易产生耐

药性，复发率高，且经济社会负担沉重 [8]。本研究通过构建

miR-194过表达及抑制表达慢病毒表达载体，通过 MTT，细胞

流式，平板克隆实验等实验方法研究 miR-194对于骨肉瘤细胞

系 U2-OS增殖，凋亡以及周期的影响。

1 材料和方法

1.1 细胞株和主要试剂盒仪器
人成骨肉瘤细胞系 U2-OS购于北京创联生物技术有限公

司。高糖 DMEM 培养基、Opti—MEMI (optimum—minimum
essential medium)去血清培养基购自美国 Gibco公司，胎牛血清

购自上海微科试剂。shRNA载体 pLKO.1-TRC cloning Vector

及阴性对照载体 pLKO.1-TRC control 购于美国 Addgene 公
司。表达质粒载体 pLVX-AcGFP1-N1购自 Clontech公司。PCR

仪来自美国 Applied Biosystems 公司，positive clone 测序来自

美季生物技术，稳压 DNA电泳仪来自 BioRad公司，细菌培养

箱来自上海一恒科学仪器有限公司，Gilson移液器来自吉尔森

公司，高速离心机来自日立公司。

1.2 细胞培养

成骨肉瘤细胞系 U2-OS细胞用高糖 DMEM培养液(含 l0

％胎牛血清) 中培养在 37 ℃ 、5 %CO2饱和湿度的孵箱条件下

传代培养，实验用细胞均在其对数生长期提取。

1.3 MicroRNA-194慢病毒载体的构建
1.3.1 PCR扩增 通过 miRBase序列数据库获得 micro-194成
熟序列及前体序列，根据其基因设计相应的引物。序列如下：

hsa-mir-194-1：AUGGUGUUAUCAAGUGUAACAGCAAC UC-

CAUGUGGACUGUGUACCAAUUUCCAGUGGAGAUGCUG
UUACUUUUGAUGGUUACCAA。 其 引 物 为 ：AGCTGTA-

CAAGTAAGAGAACATGAATAAATCGAGAC。
hsa-miR-194-5p：UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA。其

引物为：ccatgattccttcatatttgc。引物由上海吉凯生物工程有限公

司合成。上下游引物分别含有 I和 I酶切位点；以正常
人基因组 DNA为模板扩增, 反应程序：94℃预变性 10 s，94℃

变性 30 s，54.5 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，30个循环。纯化并

回收 PCR产物。
1.3.2 重组慢病毒载体的构建 用氯化钙制备新鲜的大肠杆菌

感受态细胞，将 microRNA片段连接入线性化载体及转化，之

后进行阳性克隆的 PCR 鉴定及阳性克隆测序结果及结果分

析。

1.3.3 慢病毒包装，收获，浓缩及滴度的测定 按 Invitrogen公

司 Lipofectamine 2000使用说明进行转染 293T细胞，转染后 8

h更换为完全培养基，培养 48 h后，收集富含慢病毒颗粒的细

胞上清液，对其浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩液，在 293T细

胞中测定并标定病毒滴度。用荧光法进行滴度的测定。

1.4 MTT分析

实验将细胞分为 4组：miRNA-194上调组，空白病毒对照

组，未转染组及 miRNA-194下调组。每组细胞设 5复孔，实验

孔周边孔用无菌 PBS充填，实验共重复 3次。取 4组稳定转染

后的 U2-OS细胞，离心计数后以每孔 2× 103个细胞的密度接

种于 96孔板中，置于孵箱中进行培养。分别在之后 24 h，48 h，
72 h，96 h，120 h，144 h后，将 20 滋L MTT溶液加入每孔，再置

入孵箱 4h，将上清液小心吸出后，将 150 滋L DMSO加入。在酶

标仪中震荡 10 min，在 492 nm处测每孔的光密度 OD值。每组

取 6孔 OD均值，绘制生长曲线（时间(d)为横坐标，吸光度(OD)

为纵坐标）。

1.5 平板克隆形成实验
实验将细胞分为 4组：miRNA-194上调组，空白病毒对照

组，未转染组及 miRNA-194 下调组。取 4 组稳定转染后的
U2-OS细胞，消化，离心，吹悬。用梯度倍数将各组细胞悬液稀

释计数后尽量均匀的加入到各实验皿中，使其密度为 500个 /

皿。在孵箱静置培养 2～ 3周，约 3-5天进行换液。终止培养标

准为出现肉眼可见的克隆（约 3周）。纯甲醇固定，结晶紫溶液

固定，用相机进行拍照，并肉眼直接计数克隆数量。克隆形成率

公式为：克隆数 /接种细胞数 × 100 %。
1.6 细胞周期和凋亡测定

细胞周期测定时，实验分为 4组：miRNA-194上调组，空

白病毒对照组，未转染组及 miRNA-194下调组。取 4组稳定转
染后的 U2-OS细胞。消化离心后。凋亡组直接用相应培养基吹

悬。周期组用预冷的 70%乙醇固定细胞吹悬固定。后分别经离

心，磷酸盐缓冲液冲洗，1%碘化乙锭(PI)染色后，用 PBS平衡盐
溶液调整体积至 l mL。将样品置人 BD—Aria FACS Calibur流

式细胞仪中检测细胞凋亡与周期。每组 3个样本，实验重复 3

次。

1.7 统计学分析

本实验数据以均数± 标准差(mean± SD)表示，采用 SPSS

17.0软件对多个样本均数进行重复测量的多因素方差分析及

单因素方差分析，各均数问的两两比较行 q检验。以 P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MicroRNA-194慢病毒载体的构建
2.1.1 MicroRNA-194基因扩增产物的鉴定 其基因的 PCR产

物经电泳分析，可见特异性条带，大小与预期一致。如（图 1）。
2.1.2 滴度的测定 其过表达慢病毒滴度为：1.5× 108TU/ml，抑

制过表达慢病毒滴度为 4× 108TU/ml。
2.1.3 感染复数( multiply of infection，MOI)值 测定过表达为：

100 TU/ml，抑制过表达及空白病毒对照为 50TU/ml。
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2.1.4 嘌呤霉素筛选及获取目的细胞 可见最佳筛选浓度为

0.5 滋g/ml，抑制过表达及空白对照慢病毒转染细胞最佳筛选浓

度为 1 滋g/ml。经筛选后获得满意目的细胞，转染及筛选效率 >

90 %（图 2）。

2.2 miR-194模拟物对 U2-OS细胞增殖的影响
2.2.1 绘制了 4组细胞(上调组、空白病毒对照组、未转

染细胞组及下调组) 的生长曲线，结果显示，同其他组相比，

miR-194上调组细胞的增殖能力明显下降（P<0.05），下调组增

殖能力明显上升（P<0.05）。而未转染细胞组与空白病毒对照组

细胞的增殖能力没有显著差别（P>0.05）（图 3）。
2.2.2 平板克隆实验 实验分为 4组细胞(上调组、空白病毒对

照组、未转染细胞组及下调组)，结果显示，同其他组相比，上调

组细胞的增殖能力明显下降（P<0.05），下调组增殖能力明显上

升（P<0.05）。而未转染细胞组与空白病毒对照组细胞的增殖能

力没有显著差别（P>0.05）。（图 4）

2.3 miR-194表达对 U2-OS细胞周期的影响

流式细胞仪检测结果显示，上调组和其他 3组相比，处于
G0／G1期的细胞比例显著增多，同时 G2／M期的细胞比例

及 s期细胞比例显著减少，差异有统计学意义(P<0.01)。下调组

和其他 3组相比，处于 G0／G1期的细胞比例显著减少，G2／

M期的与 s期细胞比例显著增加，差异有统计学意义(P<0．

01)。空白病毒对照细胞组与未转染细胞组相比，处于各期细胞

比例差异无统计学意义(P>0.05)（图 5）。

图 1 A:miRNA-194过表达电泳图 1#：阴性对照（ddH2O）2#：阴性对照

（空载自连对照组）3#：阳性对照（GAPDH）4#：Marker。

B：miRNA-194抑制表达电泳图 1#：阴性对照（ddH2O）

2#：阴性对照（空载自连对照组）3#：Marker

Fig. 1 A：miRNA-194 electrophoretogram of overexpression 1#：negative

control（ddH2O）2#：negative control（no-load control）3#：positive control

（GAPDH）4#：Marker。B：miRNA-194 electrophoretogram of

suppression expression 1#：negative control（ddH2O）2#：negative

control（no-load control）3#：Marker

图 2 骨肉瘤 U2-OS细胞经慢病毒载体转染及嘌呤霉素筛选后，获取

目的细胞。A为白光视野，B为相对应绿色荧光视野。放大倍数为

(100× )

Fig. 2 U2-OS cells were observed with white bright (left) and green

fluorescence assay (right) in the same vision using fluorescence

microscopy (100× )

图 3 miRNA-194上调，下调，空白病毒对照及未转染组 U2-OS细胞的

生长曲线图。每一个 OD值以平均值与标准差的形式进行表达

Fig. 3 After transfection, every 24 h, MTT assay was performed on four

groups of U2-OS cells . The viable cell number was evaluated as the value

of the absorbance at 490 nm with a reference wavelength of 630 nm.

Values of optical density (OD) are expressed as means± SD. Point

symbol, mean of four independent experiments; bars, SD

图 4 不同实验组的 U2-OS细胞平板克隆实验结果。21天后克隆被拍

摄并计数。结果用均数± 标准差进行表示

Fig. 4 Effect of miR-194 on the clone formation in U2-OS cells.

The clone formation of U2-OS cells was captured and counted after 21 d

of culture. Columns, mean of four independent experiments; bars, SD

4403· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.23 AGU.2014

2.4 miR-194对 U2-OS细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测结果显示，同其他 3组相比，上调组细胞

的凋亡率明显上升（P<0.05），下调组凋亡率明显下降（P<0.05）。

而未转染细胞组与空白病毒对照组细胞的凋亡率没有显著差

别（P>0.05）（图 6）。

图 5 miRNA-194上调，下调，空白病毒对照及未转染组 U2-OS细胞的细胞周期通过流式细胞仪进行测定

Fig. 5 Cell cycle distribution of treated U2-OS was measured using flow cytometry analysis

图 6 miRNA-194上调，下调，空白病毒对照及未转染组 U2-OS细胞的凋亡率通过流式细胞仪进行测定

Fig. 6 Apoptosis of U2-OS cells were measured by FACS with Annexin V and propidium iodide staining
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3 讨论

后基因组时代，主要表现为 RNA的调控，而其中，miRNA

毫无疑问是最重要的调控家族之一。miRNAs在动植物的细胞

增殖，代谢，肿瘤形成，转移等功能中，都起到重要的作用。据相

关文献报道[9]，miRNA 具有以下特征：1.在个体发育中起着极

其重要的作用；2.与原癌基因的调控有关；3.参与了多种组织，

在不同组织中有着不同的表达；4.参与病毒感染的过程。同时，

在多种类型的恶性肿瘤中，miRNA起着癌基因或者抑癌基因

的作用，从而使 miRNA成为可能的新型肿瘤生物标记信号[10]。

在肺癌，白血病，肝癌，神经胶质瘤等多种恶性肿瘤中，都有相

关文献报道，miRNA对肿瘤的增殖及转移起到重要作用[11-13]。

正是由于 miRNA在肿瘤发生，增殖，转移等机制中起着关键的

作用，尤其是与肿瘤转移的密切相关性，因此，如果能在特定肿

瘤中找出其相关的特定 miRNA，能够为肿瘤的早期诊断、肿瘤

分类及分子靶向治疗等提供新的靶点和研究思路。

最近几年，已有相关文献报道，miRNA-194在许多肿瘤中

都有异常表达 [14, 15]，如在结肠癌 [16]，食管癌 [17]等肿瘤细胞中。

Venugopal SK[18]等的研究表明，miRNA-194在肝细胞的中为高

表达，其表达受 HNF-1a等多种因素调控和调节，可通过抑制

肝星状细胞的激活，从而起到抑制肝的纤维化的作用。同时，

miRNA-194还有可能受 P53基因的调节，P53基因的异常表达

已被证实与肿瘤的发生、调控有着密切的关系 [16]。我们推测

miR-194可能与肿瘤的增殖、凋亡、细胞周期及转移等性状有

关，因此本实验选择 miR-194为研究对象。研究 miR-194的在

骨肉瘤细胞中的生物学功能。但是，在国内外研究中，关于

miRNA-194对于骨肿瘤的作用和影响的研究较少。尤其是利

用慢病毒技术构建稳定转染的细胞系进行相关实验的更少。

慢病毒技术是分子生物学和细胞生物学的基本研究工具。

它的优点主要包括：1.可以感染大多数的分化或未分化细胞；
2.相对容易建立稳定转染的细胞株；3.可以稳定的整个到宿主
基因组中；4.较为简便的适应于报告系统。利用 miRNA的生成

过程。加入相应 miRNA的前体或其成熟体的相对应序列的双

链结构，便可以实现相对应的上调及下调 miRNA。

本实验便利用慢病毒技术，首先构建慢病毒载体，从而获

得 MicroRNA-194 的沉默及过表达，进行 MTT，细胞流式，平

板克隆实验等实验，同时为了使实验更具有科学性和严谨性，

对照组共设为 2组：空白病毒对照组及未转染细胞组，以排除

病毒本身对该实验结果的影响。实验结果提示：miR-194对于

成骨肉瘤细胞系 U2-OS具有抑制细胞增殖、促进凋亡，使细胞

周期停滞的作用，从而提示 miRNA-194有可能是骨肉瘤的抑
癌基因。

目前对 miR-194如何调控骨肉瘤细胞的增殖、迁移和侵袭

力的作用机制有待深入的研究，后续工作有待开展。下一步可

利用已经构建完毕的 miR-194稳定转染表达的骨肉瘤 U2-OS

细胞系，构建原位裸鼠肺转移模型，通过比较各组皮下肿瘤的

生长速度，体积大小，重量，转移情况等指标差异，验证

miR-194对于骨肉瘤成瘤及肺转移的影响。并尝试通过荧光实

时定量 PCR，荧光素酶基因报告实验，western 等实验寻找
miR-194的靶基因，从而揭开 miR-194的作用机制。
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